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The aim of the study was to test the molecular and serological prevalence of Anaplasma
marginale in water buffaloes of the Marajo Island, State of Pard, Brazil. For serologic rese-
arch were randomly selected 800 buffaloes and for molecular research 50 of these animals
were randomly chosen. To quantify the serological prevalence we used the indirect enzyme
linked immunosorbent assay (iELISA) with total antigen containing proteins outer surfa-
ce. To quantify the prevalence molecular was used the polymerase chain reaction (PCR)
involving gene amplification fragment larger surface protein 5 (MSP5). The prevalence of
positive animals in iELISA was 25% (200/800). In the PCR we detected the presence of
A. marginale in 2% (1/50) of animals. Although only one animal was positive in PCR, we
found that it was negative in ELISA. The presence of the agent, even in low prevalence,
shows that buffaloes can act as an important reservoir for transmission of the pathogen to

cattle in northern Brazil.
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RESUMO.- O objetivo do estudo foi testar a prevaléncia so-
roldgica e molecular de Anaplasma marginale em bufalos do
municipio de Soure, Ilha de Marajo, estado do Par4, Brasil.
Para a pesquisa sorologica foram selecionados randomica-
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mente 800 animais e para a pesquisa molecular 50 destes
animais foram aleatoriamente escolhidos. Para quantificar
a prevaléncia sorologica utilizou-se o ensaio de imunoa-
dsor¢do enzimadtico indireto (iELISA) com antigeno total
contendo proteinas de superficie externa e para quantificar
a prevaléncia molecular utilizou-se a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), envolvendo a amplificacao de fragmento
génico da proteina de superficie maior 5 (MSP5). A preva-
léncia de animais positivos no ELISA para A. marginale foi
de 25% (200/800). Na PCR foi detectada a presenca de A.
marginale em 2% (1/50) dos animais. Embora apenas um
animal tenha sido positivo na PCR, observou-se que o mes-
mo foi negativo no ELISA. A presenca do agente, mesmo em
baixa prevaléncia, mostra que os bubalinos podem funcio-
nar como um importante reservatério desse patégeno para
os rebanhos bovinos da regido norte do Brasil.

TERMOS DE INDEXAGAO: Anaplasma marginale, anaplasmose,
bubalinos, ELISA, MSP5, PCR.
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INTRODUCAO

O Brasil possui o maior rebanho de bufalos do ocidente e
destes, aproximadamente 61%, 457.075 bufalos, encontra-
-se na Ilha de Marajo6, estado do Para (IBGE 2011). Nas ulti-
mas décadas, a bubalinocultura ganhou destaque no cena-
rio nacional, deixando de ser apenas uma alternativa para
a ocupacao de terras improprias para a criacdo de bovinos,
passando a ser uma op¢ao economicamente rentavel. Com
isso, a preocupac¢do com o manejo sanitario tem aumenta-
do consideravelmente, pois aspectos clinicos, patolégicos e
epidemioldgicos ainda sdo pouco estudados no pais.

Anaplasma marginale é uma rickettsia intracelular que
parasita eritrdcitos bovinos e pode ser transmitido por car-
rapatos, moscas hemato6fagas e pela placenta. O carrapato
Rhipicephalus microplus (Starke et al. 1994) e as moscas
Haematobia irritans (Allingham et al. 1994) e Stomoxys
calcitrans (Potgieter et al. 1981) podem efetuar o papel
importante na transmissao deste patégeno para os bufalos
(Mohan 1968, Costa et al. 1997, Gomes et al. 2008).

Anaplasma marginale é o mais prevalente patégeno
transmitido por carrapatos no mundo, estando distribuido
nos seis continentes e sendo responsavel por alta morbi-
dade e mortalidade em bovinos nas regides temperadas,
subtropicais e tropicais, incluindo o Brasil e outras regides
da América Latina (Kocan et al. 2010). Bactérias do género
Anaplasma sao patégenos intracelulares obrigatdrios que
podem invadir e replicar em dois ambientes distintos: célu-
las hematopoiéticas de hospedeiros mamiferos e células do
intestino médio e da glandula salivar de artropodes vetores
(Ramabu et al. 2011).

~

Poucos estudos foram realizados com anaplasmose em
bubalinos. Porém, sabe-se que, a prevaléncia nos bufalos e
inferior ao observado nos bovinos. Rajput et al. (2005) ob-
servaram que a prevaléncia de A. marginale em bufalos é
inferior a bovinos. Os autores verificaram que carrapatos
que parasitavam bovinos apresentaram um maior percen-
tual de infeccdo. Reddy et al. (1988) observaram que, quan-
do intactos e ndo imunossuprimidos, os animais raramente
apresentavam parasitemia superior a 1%. No Brasil, Correa
(2011) observou em animais naturalmente infectados uma
prevaléncia soroldgica de 43%. Nesta mesma regido, Souza
et al. (2000) havia observado prevaléncia de 98% para A.
marginale em bovinos.

Anaplasmose bovina é responsavel por perdas con-
sideraveis na pecudaria bovina brasileira. Além disso, a
caréncia de informagdes sobre sanidade bubalina, moti-
vou a realizar este estudo com o objetivo de detectar por
técnicas soroldgica e molecular a rickettsia Anaplasma
marginale em bufalos da Ilha de Marajo, estado do Par3,
Brasil.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo transversal entre 2009 e 2011. As colhei-
tas de sangue e soro de bufalos foram realizadas no municipio de
Soure, microrregido do Arari, Ilha de Marajd, estado do Par3, Bra-
sil, localizada a uma latitude 00243’00” sul e longitude 48231°24”
oeste, com altitude de 10 metros (Fig.1).

O célculo do tamanho minimo da amostra foi determina-
do pela seguinte férmula do Centro Panamericano de Zoonoses
(1997):
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Fig.1. Mapa da Ilha de Maraj6, contendo 12 municipios, limitada pelos Rios Amazonas e Par4, Baia

de Maraj6 e Oceano Atlantico.
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N=p.(100-p)Z2/(d.p/100)?

N = niimero de amostras;
P = prevaléncia esperada;
Z = grau de confiancga;

D = margem de erro.

Para os valores de prevaléncia esperada (p) para Anaplasma
marginale em bufalos, foi utilizado uma prevaléncia estimada de
35%. A prevaléncia estimada foi baseada nos achados de Correa
et al. (2011) em bufalos no Rio de Janeiro e Guedes-Junior et al.
(2008) em bovinos no Pard. Utilizamos uma prevaléncia inferior
ao observado nos dois trabalhos, pois como ndo ha estudos com
anaplasmose em bubalinos na Ilha do Maraj6, optamos por uma
margem de seguran¢a maior. O intervalo de confianca foi de 95%
e amargem de erro foi de 5%. Assim, a amostra minima esperada
era de 671 animais. Porém, foi possivel selecionar 800 bubalinos.
Os animais eram da raga Murrah, idade entre 1 e 3 anos, de sexo
feminino e mantidos em sistema de criagdo extensiva.

Os titulos de anticorpos anti-A.marginale foram determina-
dos pelo Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimatico indireto (iELISA),
segundo Machado et al. (1997). Como controles positivos, foram
utilizados soros de bubalinos com alta parasitemia (qPCR) e alto
titulo de anticorpos (ELISA e RIFI). Como controles negativos, uti-
lizaram-se soros de bubalinos recém-nascidos que ndo ingeriram
colostro e negativos na PCR e ELISA/RIFI. A leitura foi realizada
em leitor de ELISA, em um comprimento de onda de 405nm.

A atividade enzimatica de cada soro no iELISA foi calculada
mediante determinagdo do valor da amostra em relagdo ao refe-
rencial positivo (A/P). Os valores A/P foram agrupados em niveis
ELISA (NE), que variaram de zero a nove. A amplitude maxima do
NE zero foi determinada pela média dos valores em absorbancia
de soros de animais soronegativos acrescida de dois desvios pa-
droes da média, conforme estabelecido por Machado etal. (1997).
A partir deste limite, os intervalos entre os outros niveis no ELISA
foram acrescidos de 35% cada, segundo Wilson et al. (1984) para
o sistema Newcastle.

O ponto de corte do teste foi determinado segundo Frey et al.
(1998). Os soros de bufalos negativos foram utilizados para defi-
nir a linha de corte do ensaio, discernindo os animais positivos e
negativos com nivel de confianc¢a de 99,0%. A férmula matematica
de Frey se baseia em um fator ¢ (distribui¢do t-Student), determi-
nado pelo niimero de controles negativos e no nivel de confianca
desejado:

Linha de corte = X + SD x t\/1+(1/n)

X = média das densidades dpticas dos controles negativos;

SD = desvio padrdo das densidades 6pticas dos controles ne-
gativos;

t = valor da distribuicéo ¢, baseado em n e no de nivel de con-
fianca desejado;

n = nimero de controles negativos.

Para corrigir o efeito da varia¢do da densidade éptica (DO) ob-
tidas com a leitura de cada placa testada, o valor da linha de corte
de cada uma das placas foi igualado a 100 (DO soro teste x 100/
linha de corte) e os resultados de cada soro teste foram expressos
na forma de Indice de Densidade Optica (IDO).

Posteriormente, foram selecionados aleatoriamente 6,25%
(50/800) das amostras para realizacdo da PCR segundo Torioni
De Echaide et al. (1998). Para isso o DNA das amostras foi extra-
ido, utilizando o QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen®), para
determinar se os animais estavam parasitados por A. marginale.

A frequéncia de animais positivos para A. marginale no iELISA

e PCR foram comparados pelo teste de Qui-quadrado (x2) a 95%
de confianga. A concordancia entre a frequéncia de animais posi-
tivos na PCR convencional e iELISA foi avaliada utilizando o indice
Kappa (Kramer; Feinstein, 1981). Os procedimentos operacionais
foram feitos utilizando o software R Foundation computacdo esta-
tistica, versdo 2.12.2 (2011).

RESULTADOS

Os valores médios e desvios padrdes da densidade dptica
dos controles negativos e positivos para Anaplasma mar-
ginale foram 0.141+0.03 e 1.10£0.10, respectivamente.
Foram considerados positivos animais que apresentaram
valores de densidade optica igual ou superior a 0.270 (Ni-
vel de Elisa 3). A classificagdo dos soros em niveis de ELISA
(NE) esta representada na tabela abaixo (Quadro 1).

Quadro 1. Valores de densidade dptica das amostras em
relacdo ao referencial positivo (A/P), niveis de ELISA (NE) e
percentual de animais em cada intervalo

NE A/P Anaplasma marginale
0 0-0.144 31.25%
1 0.145 - 0.195 20.00%
2 0.196 - 0.264 18.75%
3 0.265 - 0.357 12.50%
4 0.358 - 0.483 07.50%
5 0.484 - 0.653 02.50%
6 0.654 - 0.882 02.50%
7 0.883 -1.192 02.50%
8 1.193-1.610 01.25%
9 >1.610 01.25%

Os resultados demonstram que mais de 50% dos ani-
mais avaliados encontram-se nos dois primeiros NE e ape-
nas 24.87% dos bufalos apresentaram reagdo positiva para
A. marginale. Porém, 10 animais (1.25%) foram agrupa-
dos no NE 9, ou seja, estes possuiram taxas de anticorpos
contra A. marginale superior aos controles positivos. Além
disso, outros 10 animais apresentaram niveis de anticor-
pos similares aos controles positivos. Esses resultados de-
monstraram que estes animais provavelmente foram aco-
metidos pelo agente pouco tempo antes da avaliagao.

A PCR para A. marginale realizada com as 50 amostras
de DNA bubalino resultou positiva apenas para 1 animal
(2.0%). O unico animal positivo para DNA de A. marginale
na PCR mostrou-se negativo no teste sorolégico ELISA.

DISCUSSAO

Embora ja existam alguns trabalhos que relatem a preva-
léncia de Babesia sp. em bufalos (Liu et al. 1997, Terkawi
etal. 2011), estes estudos ainda sao raros quando se refere
a Anaplasma marginale. No Brasil, Corréa (2011) observou
que a soroprevaléncia de A. marginale em bubalinos é bem
distinta dos valores observados para bovinos. Neste estu-
do, Corréa (2011) observou uma variagdo de 31.1 a 100%
de soropositividade para A. marginale. Em contra partida, a
maioria dos estudos realizados em bovinos no Brasil rela-
tam valores sempre proximos a 100% (Vidotto et al. 1998,
Madruga et al. 2000, Souza et al. 2000, Barros et al. 2005).

Bubalinos tem mostrado ser pouco sensivel a anaplas-
mose clinica, sendo mais importante seu papel como reser-
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vatério da doenca. Porém, bubalinos experimentalmente
infectados, embora com parasitemia inferior a 1%, podem
apresentar todos os sinais clinicos da anaplasmose bovina
(Srivastava & Ahluwalia 1974). No presente estudo nao foi
observado sinais clinicos de anaplasmose em nenhum ani-
mal. Assim, embora os bubalinos possam apresentar ele-
vados titulos de anticorpos, a auséncia de sinais clinicos
colocam estes animais como importantes reservatorios do
A. marginale (Sharma 1987). No Brasil, apenas um estudo
relatou a presenca de sinais clinicos da anaplasmose em
bufalos (Franzolin et al. 1989).

Apenas um animal apresentou-se positivo para A. mar-
ginale na PCR. Este resultado comprova a infec¢do de bu-
balinos por esta rickettsia em bufalos da Ilha de Marajo,
porém apresentando baixa frequéncia e/ou baixo nivel de
parasitemia para ser detectavel pelo teste utilizado. Shar-
ma (1987) afirma que em bubalinos a parasitemia por A.
marginale é rara e geralmente abaixo de 1%.

Os resultados da PCR corroboram Corréa (2011), que
ao trabalhar com bubalinos do estado do Rio de Janeiro ob-
servou que apenas 16 animais (5.4%) foram positivos na
PCR para A. marginale. No Brasil apenas o estudo de Corréa
(2011) relata o uso de técnicas moleculares no diagnéstico
de anaplasmose bubalina.

CONCLUSOES

Esse foi o primeiro estudo epidemioldgico envolvendo
diagndstico sorolégico e molecular da anaplasmose bubali-
na na Ilha de Marajé.

A presenca do agente, mesmo em baixa prevaléncia,
mostra que os bubalinos podem funcionar como um impor-
tante reservatério desse patégeno para os rebanhos bovi-
nos da regido norte do Brasil.
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